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Note 

B propos de la photographic en couleurs de chromatographies sur couches 
minces en lumiilwe de Wood 
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(Rcpu Ic 1 juin 1973, manuscrit modif% rcw Ic 25 juin 1973) 

L’illustration de confdrences ou articles par des documents photographiques est 
devenue de nos jours une pratique extrCmement courante en raison, sans doute, du 
caractere particuli&ement vckidique de ce mode de pkentation et de la facilit6 avec 
laquelle elle peut dtre obtenue. La rbalisation d’un document en couleur de bonne 
qualit ne pose aucun problbme lorsque les substances separkes aprks chromato- 
graphic prksentent une coloration en lumikre visible, coloration propre (pigments 
animaux ou vdgCtaux par exemple) ou coloration obtenue apr&s pulv&isation d’un 
r6actif sprkifique. II existe cependant de nombrcux compos& dont la prdsence sur le 
chromatogramme ne peut Qtre dkeICe que par la lumikre visible qu’ils 6mettent 
lorsqu’ils sont excit6s par des radiations ultra-violettes, ou dont cette fluorescence 
constitue I’une des caractdristiques qu’il est intdressant d’enregistrer b I’aide du pro- 
c6dd photographique. Dans ce cas, I’obtention d’un clichk correct s’av&re beaucoup 
plus difficile qu’en IumiQre visible en raison de la sensibilit6 de la pellicule aux rayons 
ultra-violets qui se traduit, apt& le dbveloppement, par I’apparition d’une dominante 
bleue intense masquant tout ou partie de la fluorescence des compos8s prdsents. 

Divers articles ont dtd prkddemment publids, traitant de la photographie en 
lumikie ultra-violette: certains ne concernent que la photographie en noir et blanc’, 
d’autres, consacrds i la photographic en couleurs restent relativement imprdcisZ*3. 
L’utilisation d’ensembles spkialement 6tudids pour ce type de prises de vues (Uvanalys 
de W. Biilz et Sohn, Repro-Star de Camag, UVIS de Desaga) permet de realiser t&s 
facilement d’excellents cliches, cependant leur coQt assez Clew2 ne les met pas ti la 
portee des laboratoires au sein desquels la photo en UV est surtout occasionnelle. 

Nous detailIons done ici une technique qui nous permet d’obtenir d’excellents 
clichds g l’aide d’un matkriel photographique qui devrait faire partie de I’bquipement 
de tout laboratoire de recherches moderne, auquel s’ajoutent quelques accessoires peu 
coQteux, propres k ce type de prise de vue. 

MATBRIEL UTILT& 

Cltoix de l’appareil de prisc de we 
Dans la pratique, n’importe quel appareil & vi&e rdflexe et objectif inter- 

changeable peut convenir. Seul ce type d’appareil permet en effet un cadrage et une 
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mise au point p&is dans les conditions de ce type de photographie; il esE possible 
d’autre part, en interposant des tubes-allonges entre l’objectif et le boitier, d’en- 
registrer tout ou partie d’un chromatogramme. Parmi ce type d’appareils, notre pr& 
fdrence va g ceux dont le systeme de vi&e est amovible: le classique prisme de vi&e 
est substitu6 par une loupe g fort grossissement associde b un depoli quadrille permet- 
tent un cadrage facile et une mise au point extrcmement pr&zise. 

L’utilisation de l’objectif standard (1.8 ou 1.4/50 mm en 35 mm) de ces appareils 
est parfaitement recommandable pour ce travail; dans certains cas, sur lesquels nous 
reviendrons ulterieurement, l’emploi d’une optique de focale plus grande peut s’averer 
cependant preferable. 

Le plus souvent, le tirage maxima1 de la bague des distances de ces objectifs 
&ant insuffisant pour obtenir une image assez grande du chromatogramme (a forfiori 
d’une partie de celui-ci), des tubes-allonges sont interpost% entre le boitier et l’objectif 
afin d’obtenir le rapport de reproduction souhaite. Les objectifs de type “Macro” 
suppriment la manipulation des tubes, leur mise au point &ant continue entre l’infini 
et quelques centimhtres; en contrepartie, leur ouverture relative est souvent moindre 
que celle dcs optiques standard, ce qui peut poser quelques problbmes pour la mise 
au point. 

Enfin, l’appareil est fix& (si possible par l’intermediaire d’un chariot de mise au 
point) sur un trdpied robuste dquipe d’une t&e cinema orientable en tow sens, dont 
l’emploi facilite grandement la composition de l’image. 

Pour notre part, nous utilisons le mat6riel suivant qui nous donne toute satis- 
faction : 

‘- En format 35 mm: Appareil Miranda Mirax Labor‘ec II, &quip& du viseur VF 5 
et d’un ddpoli quadrille, d’un objectif Super-Takumar 1.8/55 mm et d’un jeu de tubes- 
allonges Asahi-Pentax. 

En format 6 x 7 cm: Appareil Asahi-Pentax 6 x 7, 6quipe du viseur & capuchon 
rigide, de l’objectif Super-Takumar 2.4/105 mm et d’un jeu de tubes-allonges. 

Ces appareils sont mantes sur t&pied Giezo No. 4 6quip6 d’une tQte rationnelle 
No. 4, par l’intermediaire d’un chariot de mise au point Praktica. 

Les _fihres 
L’un des problemes que pose ce type de photographie consiste 5 @liminer, dans 

la plus large mesure, les radiations ultra-violettes excitatrices, source de la dominante’ 
bleue associde souvent Zt une perte de contraste, afin de n’enregistrer que la fluorescen- 
ce des composds. La solution consiste & employer un ou plusieurs filtres dont le choix 
n’est pas toujours facile en raison mdme de la diversite de ceux-ci. Les filtres “anti- 
UV” classiques (correspondant & des variantes du Wratten IA) &Ii&s en photo 
d’amateur ne conviennent pas, leur absorption dans l’ultra-violet &ant nettement in- 
suffisante*. On utilisera done un filtre plus “s&lectif”, tel que la g6latine Kodak 
Wratten No. 2A (ne transmet les radiations lumineuses qu% partir de 410 nm*). De 
plus, nous superposons & ce dernier une g:dlatine Wratten No. 85C qui a pour effet, 
dans le cas pr&is, d’ameliorer tr&s nettement le rendu des couleurs. L’emploi combine 
de ces deuxfiltres nous permet d’obtenir des images de la fluorescence de nos pigments 
flavoniques (jaune, verte, orangee, violetee) et chlorophylliens (rouge) se detachant 
parfaitement sur un fond de teinte blewnuit. 

l Voir la brochure “Filtres Kodak pour l’usagc Scicntifiquc et Tcchniquo”. 
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Ces fltres sont places sur une monture professionnelle No. 2 (Kodak), un filtre 
&ant fix@, B I’aide d’une bande adhesive, sur chacune dcs faces de celle-ci (il n’est pas 
recommande en effet de placer les dcux filtres en contact a l’intdrieur de la monture 
sans risquer la formation d’anneaux de Newton, prejudiciables a la nettete de l’image). 
La monture est placde dans le Porte-liltre professionnel Kodak No. 2 fixi sur le barillet 
avant de l’objectif i I’aide des trois vis de serrage. 

N’importe quelle lampe emettant des radiations de 365 nm de longueur d’onde 
peut Ctre utilisbe. 11 convient, cependant, de choisir un modUe d’une puissance suf- 
fisante de manitre a 6viter des durees d’exposition prohibitives. Nous utilisons pour 
nos prises de vues deux lampes Mazda MAW 125 aliment&es chacune par un trans- 
formateur MA 125 MA 22 G. Ces lampes prdsentent a nos yeux de nombreux avan- 
tages par rapport aux lampes equip&es de tubes a lumibre froide: 

Outre celui d’un coQt excessivement bas (une lampe et son alimentation sont 
vendus actuellement aux environs de 80 F.F.), elles sont extrdmement puissantes, ce 
qui permet d’utiliser des temps d’exposition relativements brefs. 

Elles emettent une lumiere pratiquement monocllromatique 365-366 nm, ce 
qui ne necessite l’emploi d’aucun flltre sur les lampes. 

Elles sont B culot vissant E-27 et peuvent done 6quiper les Porte-lampes utilises 
en photographie traditionnelle. Elles degagent cependant une quantit.6 de chaleur 
importante et ne peuvent Qtre rallumees qu’au bout de quelques minutes aprbs avoir 
dte dteintes; ces deux petits inconvenients ne sont nullement gdnants pour le but dans 
lequel elles sont utilisees ici. 

Le type de document a realiser dicte le choix du film, inversible pour l’obtention 
d’un positif a projeter ou negatif donnant un positif sur support opaque pour l’illus- 
tration. Dans les deux cas, un film equiIibrB pour la lumiere du jour (6100°K) doit 
dtre utilisd. 

Tous les Alms nGgatifs couleur du commerce peuvent donner de bons rbsultats. 
Signalons tout de mQme les caracteristiques particulieres du film Agfa-Gevaert Scientia 
Color, qui peuvent se reveler trbs interessantes pour r&oudre quelques problcmes 
particuliers. Le gamma de ce film (qui presente de plus une definition exceptionnelle 
alliCe a un grain t&s fin) atteint apres traitement selon les normes du fabricant une 
valeur de 3.11 permet done d’obtenir, g partir de chromatogrammes t&s peu contrast& 
des negatifs donnant au tirage d’excellentes copies positives. Mais sa sensibilitd spec- 
trale &ant equilibrde pour la lumiere artificielle (3200”K), le filtre Wratten 85C doit 
dtre remplace par un filtre 85B. L’emploi de ce film reste cependant limit6 aux cas 
particuliers, en raison principalement de sa tr& faible sensibilitd (4 DIN) exigeant des 
temps de pose extrQmement longs (parfois plus de 30 min). 

L’obtention de diapositives, en dehors du tirage sur film positif couleur a partir 
de negatifs, est possible a l’aide de n’importe quel film inversible, de prdf&ence de 
rapidite moyenne. L’utilisation des films vendus developpement non compris nous 
semble cependant preferable, car ils presentent l’avantage de pouvoir Qtre trait& par 
l’utilisateur, immddiatement .apres la prise de vues. En cas d’erreur, celle-ci peut &tre 
recommencde sur l’heure alors que l’on dispose encore des chromatogrammes, ce qui 
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s’ av&re difficile, voire impossible, lorsqu’il faut attendre le retour du film d’un labora- 
toire. Nous utilisons l’Ektachrome-X de Kodak trait6 dans les bains du pro&d& E-4, 
qui nous permet de visionner nos diapositives moins de 2 h apr&s la fin de la prise de 
vues. Au moment oh nous Bcrivons ces lignes, nous apprenons la mise en circulation 
d’un nouveau film inversible lumibre du jour, le Kodak Photomicrography Color Film 
SO 456, qui presente un pouvoir sdparateur et un contraste tr&s blew%. Cette pellicule, 
qui se traite comme les films Ektachrome normaux, ales mQmes domaines d’utilisation 
que le Scientia Color d’Agfa-Gevaert et presente en outre les avantages d’une rapidit 
beaucoup plus grande (13 DIN) et de donner directement une diapositive. 

PRISE DE VUES 

Celle-ci doit s’effectuer dans un local dans lequel il est possible d’obtenir une 
obscuritb totale et dont les murs, de couleur sombre, soient aussi peu rdtI&hissants 
que possible. Pour ce dernier point, I’emploi de papier g dessin noir mat (utilisd par 
les dessinateurs et maquettistes) donne d’excellents r&ultats. La m&me remarque 
s’applique dvidemment en ce qui concerne les vQtements de l’operateur: la blouse 
blanche doit dtre proscrite et l’on revdtira une tenue de couleur sombre. Enfin, le port 
de lunettes opaques aux rayons ultra-violets est vivement conseille si I’on veut c5viter 
les risques d’une conjonctivite. 

Disposition des sources lumineuses 
Le type d’dclairage, dont depend la disposition des lampes, est subordonn6 au 

type de support du chromatogramme. L’expdrience nous a montrd que dans le cas de 
supports en verre (plaques “artisanales” coulees au laboratoire), les meilleurs rdsultats 
sont obtenus en 1umiOre transmise; par contre, avec les plaques commerciales p&es 
& l’emploi dont le support est opaque (aluminium par exemple), la seule m&hode 
possible est d’8clairer par r0flexion. Dans les deux cas, le chromatogramme est place 
par l’intermddiaire d’un &au qui le maintient sur un petit Wvateur de laboratoire qui 
permet de le positionner par rapport aux sources lumineuses ou ZI l’appareil de prise 
de vues. 

En IumiQre transmise, les deux lampes sont placdes & 20 cm en arri&re de la 
plaque de mani&re & dclairer celle-ci de mani&re uniforme. 

En lumibre r&l&hie, les sources sont placees entre la plaque et l’appareil de 
prise de vues, h. une distance suffisante pour avoir un Bclairement uniforme et pour 
que les lampes soient hors du champ couvert par l’objectif (en g&&al 30 cm). En 
raison de la chaleur d&gag&e par les lampes, nous prbfdrons dans ce cas, utiliser un 
object if de focale plus longue (105 mm en 24 x 36 mm) ce qui permet d’dloigner l’ap 
pareil et les filtres de cette source de chaleur, tout en gardant le mdme rapport de 
reproduction sur la pellicule. 

Enfin, quel que soit le mode d’dclairage adopt& si les lampes ne sont pas mon- 
tdes dans un r&lecteur, on prendra toute p&caution pour dviter I’arrivde de rayons 
ultra-violets directement sur les filtres (ou l’objectif); en effet, le filtre 8% prdsente 
une l&g&e fluorescence qui, dans certains cas, peut nuire & la qualit de l’image. Dans 
la pratique, un simple carton noir per& d’un orifice de taille convenable est amplement 
suffisant. 

Prise de WCS proprement dite 
Une fois’ le chromatogramme place et &lair& de mani&re uniforme la mise au 
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point cst faite sur le ddpoli, l’objectif &ant ouvert a sa plus grande ouverture et coiff6 
des deux filtres (on vdrifiera que Ie plan de la plaque et celui du film soient bien 
paralleles). L’objectif est ensuite diaphragm& a la valeur choisie pour la prise de vues 
(toutes les nBtres sont effectuees h f. 4.5). L’une des difficult& de celle-ci r&side dans 
1’6valuation du temps de pose. Sa duree exacte ne peut Qtre dkterminee qu’apres des 
essais dont toutes les conditions auront 6t& enregistrees. Pour un rapport de repro- 
duction donne d’une plaque eclair&e par des sources lumineuses placdes a une distance 
connue, on prend une sdrie de vues a diffdrents temps de pose apr&s avoir note I’ex- 
position donnde par un posemetre (Lunasix dont 1’6lement de mesure est coiffd d’un 
filtre Wratten 2A) maintenu si une distance ggalement connue de la plaque. AprQs 
developpement, le temps de pose correspondant a une exposition correcte est not& et 
sert de base pour l’dvaluation de celui des vues ulterieures. Cette valeur est en effet 
corrigee pour chaque cliche en fonction des variations d’6clairement au niveau des 
chromatogrammes (conskutives a de nombreuses causes: Bpaisseur de la plaque de 
verre, de la couche d’adsorbant, etc.) mesurde 2t I’aide du posem&re placBe a la m&me 
distance que pour la rdalisation de l’essai. Naturellement on n’omettra pas de tenir 
compte du coefficient de prolongation du temps de pose consecutif h. l’emploi des 
tubes-allonges. 

Les appareils classiques &quip& de cellules placees derriere I’objectif ne facili- 
tent guQre les mesures les Gclairements a mesurer se situant bien souvent en dessous 
des possibilites du posemetre incorpord. 11 en va tout autrement avec les derniers-n&s 
de la technique photographique que constituent les appareils automatiques a obtura- 
teur electronique (As&i-Pentax Electra Spotmatic, Minolta XM) qui peuvent mesurer 
des temps de pose jusqu% trente secondes; avec de tels appareils, apt& Gtalonnage 
pr&.lable, il suffit de presser le declencheur pour avoir la certitude d’obtenir un cliche 
correct. Cependant, ces appareils ne figurent pas encore dans I’equipement de tous 
les laboratoires. 

Dans les conditions que nous avons dnum&Ges, les temps de pose que nous 
employons varient de 3 i 9 set a f. 4.5 pour un film de 64 ASA. 

Dans certains cas, des corrections nckessitdes pas des variations dans l’intensitb 
de la fluorescence doivent Qtre apportdes a la valeur obtenue aprk mesure au pose- 
mktre. Certains composk en effet, presentent une fluorescence t&s intense (par 
exemple les acides-phenols) alors que d’autres se manifestent beaucoup plus disc& 
tement en 1umiQre de Wood (flavones, de fluorescence brun-violette). Dans le premier 
cas, il sera prudent de diviser le temps de pose lu par un coefficient pouvant varier de 
1.5 8. 2 et d’effectuer la mdme correction, mais en sens contraire dans le second. 

CONCLUSION 

Cette methode, devenue d’une pratique presque quotidienne dans notre labora- 
toire, nous donne d’excellents r@sultats et nous a permis de constituer une photothkque 
de tous nos chromatogrammes, relatifs i I’analyse flavonique de nombreux bchan- 
tillons vegetaux, i laquelle nous pouvons nous rbf&er constamment sans autre mani- 
pulation que celle des clichds et d’une visionneuse. 
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